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(i)  take  up  exogenous  DNA  (facilitates  genetic  manipulations  which  are  well‐
established for this organism); 
(ii)  form  endspores  (so  called  sporulation,  offers  a  model  for  studying  this 
relatively simple developmental process); 
(iii)  secrete large quantities of proteins (also including heterologous proteins). 






frames  (ORFs)  were  left  without  even  a  putative  function  assigned,  being  an  enormous 
challenge  for  the  scientific  community.  Therefore  a  functionial  analysis  programme  (B. 
subtilis  Functional  Analysis,  BSFA)  was  initiated,  in  which  a  collection  of  integrational 






































Moreover,  external  signals  sensed  by  the  cell  are  translated  into  a  specific  profile  of 
intracellular metabolic cofactors that can act as signalling molecules capable of binding to 
TFs  and  thereby  modulate  their  activities  [254].  The  interplay  between  three  global 
regulators  and  their  metabolites  in  B.  subtilis,  i.e.  CcpA,  CodY  and  TnrA,  perfectly 
exemplifies this complexity and illustrates how gene regulatory systems intertwine in order 
to obtain the most efficient exploitation of available carbon and nitrogen sources [228]. Last 









Databases  such  as  PRODORIC  or  DBTBS  (a  database  of  transcriptional  regulation  in  B. 
subtilis)  aim  at  constructing  regulatory  networks  that  depict  relationships  between  TFs, 
promoter  sequences  as  well  as  operon  and  regulon  organization  based  on  literature 












is  switched  off.  The  CcpA  protein  [98,106,174]  is  a  master  regulator  of  carbon  catabolite 
control in many low‐GC Gram‐positive bacteria [261]. This regulator is a member of the 
LacI/GalR family of transcriptional regulators [265], which can act as a repressor in carbon 






Independent  of  the  availability  of  preferred  carbohydrates  in  the  medium,  CcpA  is 
constitutively expressed [174], which implies that this regulator needs additional factors to 
exert  its  pleiotropic  function.  CcpA  forms  a  dimer  [219] and  its  DNA‐binding  activity  is 
stimulated by complex formation with HPr‐Ser‐P [52,75] or HPr‐like protein Crh‐Ser‐P [77]. 
Fig.  1.  Central  role  of  the  HPr  protein  in 
























CcpA  binds  a  DNA  regulatory  sequence  known  as  catabolite‐responsive  element  (cre)  of 
which the consensus sequence TGWAANCGNTNWCA (N=any base; W=A or T) was first 
detected in the promoter region of amyE [105,112,173,266]. Later it was discovered that the 
presence  of  cre  either  upstream  or  in  the  promoter  region,  or  inside  a  gene  does  not 
necessarily actual imply regulation by CcpA [173]. On basis of in vivo operational cre sites the 
following  consensus  sequence,  WWTGNAARCGNWWWCAWW,  was  proposed.  This 
consensus suggests a high level of degeneracy and indeed, depending on the search method 
and consensus sequence used, different numbers of cre sites can be predicted in the B. subtilis 
genome  [50].  The  position  of  the  cre  site(s)  relative  to  the  transcription  start  (TS)  of  a 
transcriptional  unit  determines  the  regulatory  effects  upon  HPr‐Ser‐P/CcpA  complex 
binding. In general, promoters with a cre site present upstream of the hexameric ‐35 sequence 
undergo transcriptional activation as in case of ackA and pta [198,247]. Interestingly, both 
genes  contain  an  additional  conserved  sequence  upstream  of  the  CcpA  binding  site,  the 

























by  various  transcriptomics  studies  performed  at  mid‐exponential  phase  of  growth 
[18,150,181,276].  Moreover,  it  has  also  been  demonstrated  that  besides  its  role  in  carbon 














































repair  the  damage  [93].  Sporulation  is  the  last  resort  of  survival  strategy  of  B.  subtilis 
triggered by nutrient limitation and only a subpopulation of cells is capable of entering this 




called  “vegetative  dormancy”  characterized  by  reduced  anabolic  reactions  (reduction  of 
ribosome synthesis, DNA synthesis, cell wall synthesis, etc.) and a multiple preventive stress 
resistance.  Besides,  under  some  conditions,  including  high  osmolarity  and  anaerobiosis, 
sporulation is not allowed, thus the cells have to rely only on alternative survival strategies 
[92].  Another  survival  strategy  that  B.  subtilis  employs  as  an  adaptive  response  under 








































































At  an  initial  stage,  various  stress  factors  pose  a  threat  to  the  cell  envelope.  Therefore, 
maintaining its integrity is of crucial importance as it constitutes a first line of defence. It has 
been  shown  that  complex  regulatory  mechanisms  that  consist  of  several  two  component 










the  environment,  the  sigma  factor  is  released,  either  by  a  conformational  change  or  by 
proteolysis  of  the  anti‐sigma  factor,  and  can  bind  to  RNA  polymerase  to  stimulate 
transcription.  The  anti‐sigma:sigma  pairs  are  analogous  to  the  TCS  but  differ  in  the 






















production  and  secretion  of  heterologous  industrially  interesting  enzymes.  However, 


























stage  and  take  action  in  two  possible  manners,  either  by  acting  as  a  chaperone  aiding 
refolding or preventing unfolding, or by HtrA/B‐dependent proteolysis.  

















with  the  pH  gradient  (∆pH)  across  the  membrane,  causing  an  impaired  cellular 
bioenergetics,  since ∆ pH,  in  addition  to  the membrane potential  (∆Ψ),  contributes  to  the 
transmembrane  proton  motive  force  (PMF)  in  bacteria  [191].  Uncontrolled  cytoplasmic 
protonation  dissipates  the  PMF  and  hampers  functioning  of  proteins  and  nucleic  acids, 
which are crucial for survival of the cell. Moreover, toxicity of organic acids may result from 








cytosolic  pH  stable  [42].  Through  proton  extrusion,  the  cell  can  temporarily 
maintain pH homeostasis and gain additional time to employ other strategies to 








(iii)  Low  pH  environments  may  also  induce  the  expression  of  several  proteins 
involved in the protection or repair of macromolecules such as DNA and proteins 
(Fig. 4B), which enables proper functioning of the cell [93]. As there are many of 
these kinds  of  proteins,  only  a  few  examples  will  be  shortly  described  in  this 
section.  The  RecA  protein  is  a  multifunctional  protein  serving  a  recombinase 

















































































The  work  presented  in  this  thesis  was  part  of  a  project  within  the  Innovation  Oriented 
Research Programme (IOP) on Genomics titled “Comparative and predictive transcriptome 
analysis  of  Gram‐positive  bacteria  for  enhanced  food  functionality,  quality  and  safety”. 
There  were  two  major  goals  of  the  project:  (i)  the  development  of  the  transcriptomics 
technology  of  four  fully‐sequenced  and  evolutionary  related  Gram‐positive  bacteria  B. 
subtilis, L, lactis, L. plantarum and B. cereus and (ii) and the implementation of this technology 







In  chapter  3,  a  wild‐type  and  a  cssS  mutant  strains  of  B.  subtilis  are  challenged  with  a 











In  chapter  5,  the  regulon  of  the  global  transcriptional  regulator  of  carbon  metabolism  is 
characterized at four different stages of growth. The approach allowed to dissect the CcpA 









































DNA  microarray  technology  has  been  developed  rapidly  in  the  last  decade  and  gained 
enormous  popularity  in  many  areas  of  microbial  research.  Due  to  the  fact  that  this 
technology allows measuring changes in expression levels of thousands of genes in a single 
experiment, it provides a powerful tool for exploring the regulation of gene expression in 
bacteria.  In  this  microreview  special  attention  is  paid  to  the  basic  principles  of  DNA 
microarray analysis and to the steps involved in the experimental workflow with emphasis 
on the authors’ experience on fabrication of amplicon‐based microarrays. Furthermore, a 









present  in  a  collection  of  cells.  These  mRNAs  are  encoded  by  genes  active  under  given 




However,  in  contrast  to  Northern  blots,  microarrays  cannot  provide  information  on  the 






























































































Although  a  test  batch  of  B.  subtilis  DNA  chips  was  successfully  spotted  and  used  in 
hybridization  experiments,  consecutive  spotting  events  resulted  in  a  deteriorated  spot 
morphology (Fig. 2). After several rounds of spotting the PCR material became precipitated 
or  degraded.  Actually,  the  same  problem  occurred  in  more  groups  working  with  DNA 
microarrays  (information  from  the  gene‐arrays  list  at  itssrv1.ucsf.edu  and 



















































































(i)  cultivation  of  cells  and  RNA  preparation  from  the  reference  and  sample  cells  (for 





























0.5 μ l  sample,  thus  opposite  to  classical  spectrophotometers  there  is  no  need  to  dilute 
samples. Since running RNA agarose gels is quite an elaborate procedure, the total RNA 
sample can be also easily assessed by controlling the integrity of 16S and 23S units of bacterial 
ribosomal  RNA  in  the  Agilent  2100  Bioanalyzer,  which  is  a  very  rapid  and  convenient 






using  the  reverse  transcriptase  reaction  during  which  fluorescent  dyes  (such  as  most 
commonly used Cy3 and Cy5) or, in the case of nylon DNA macroarrays a radioactive label, 
are incorporated. This so‐called direct labeling method was tried in the testing phase of B. 







In  the  first  step  aminoallyl‐dUTP  is  integrated  in  the  cDNA  and  thereafter  Cy‐dyes  are 















effects  of  nonspecific  hybridization  signals  and  scanned  to  quantify  the  amount  of  target 
bound to the DNA probes. The underlying principle of this procedure is that a laser excites 




























(ii)  During  pre‐processing  the  background  signal  is  corrected  to  subtract  the  local 
background from the actual spot intensity. Furthermore spots with poor‐quality 
and  low‐intensity  are  filtered  out.  Low‐intensity  spots,  which  are  much  more 
variable, should be removed to prevent artefacts.   
(iii)  The  aim  of  normalization  is  to  minimize  variations  originating  from  non‐
biological  influences  (systematic  errors)  such  as  unequal  quantities  of  starting 
RNA,  differences  in  labeling  and  signal  detection  during  scanning.  Non‐linear 






array  are  printed  by  different  pins  resulting  in  spatial  patterns  with  lower  of 
higher hybridization signals [204].   





in  the  t‐test.  Different  variants  of  the  t‐test  can  be  found  in  many  statistical DNA microarrays 
31 
software  packages.  An  example  of  such  software  is  Cyber‐T  that  employs 





taken  into  account  that  large  numbers  of  genes  are  simultaneously  tested  in  a 
microarray  experiment  (so  called  multiple  testing).  By  applying  a  standard 
confidence  level  of  5%  (p=0.05)  a  false  positive  rate  of  5%  has  to  be  accepted, 






level  of  significance.  The  q‐value  belonging  to  a  measurement  describes  the 





response  to  a  specific  stimulus.  Several  clustering  algorithms  including 
hierarchical  clustering,  self‐organizing  maps,  k‐means  or  principal  component 












be  easily  interpreted  and  that  results  derived  from  its  analysis  can  be 
independently verified [23].    
(vi)  Furthermore,  an  extensive  data  mining  process  can  be  started  with  the  aim  of 


































is  prone  to  unintentional  errors  that  may  happen  during  fabrication  of  slides,  the  array 
experiment  itself  and  data  analysis.  To  minimize  the  chance  of  unreliable  results,  array 
experiments  need  to  be  validated  as  well  as  possible.  This  can  be  achieved  either  by 
comparing  the  transcriptome  data  to  the  information  available  in  literature  and  public 
expression databases or by laboratory‐based approaches [40]. In the latter case, methods such 
as  real‐time  reverse  transcriptase  PCR,  Northern  blot,  primer  extension,  reporter  gene 




genes  should  be  actually  selected  to  offer  a  reasonable  level  of  confidence  of  the 
transcriptome data. 
























response  to  environmental  changes/stress,  a  division  that  allows  defining  regulons  and 




stimulon  describes  a  group  of  differentially  expressed  genes  in  response  to  a  particular 
environmental change. A typical approach to identify regulons involves a comparison of the 
strain  carrying  an  inactive  form  (knock‐out  mutant)  of  a  regulatory  protein  or  an 
























































that  enabled  researchers  to  assign  103  genes  to  the  Spo0A  regulon  in  addition  to  18 
previously known members [178]. Combined proteome and transcriptome analysis offers 
good  opportunities  to  correlate  gene  expression  levels  to  the  presence  of  corresponding 
proteins in the cells, but it has to be noted that even though the results of both methods can 
be  in  good  agreement,  usually  less  targets  are  found  by  proteomics.  For  example,  a 











was  also  shown  that  some  genes  associated  with  Fur  boxes  were  not  regulated  by  Fur, 








oxidative  stress,  maintenance  of  redox  balance  under  energy  depletion,  adaptation  to 
temperature,  acidic  changes,  alkaline  shifts  and  osmotic  stress,  reorganization  of  cell‐
wall/membrane  components  and  secretion  of  toxic  compounds.  The  importance  of  the 
general stress response system is stressed by the fact that normally growing cells devote only 

























































































































































range  of  research  fields  such  as  microbial  pathogenesis,  epidemiology,  ecology, 
pharmacology. Last but not least, microarrays gain more and more popularity in diagnostics. 
It  is  worth  mentioning  that  different  transcriptomics  technologies  have  been  used  in  the 
whole‐genome analyses of B. subtilis and other bacteria, including nylon macroarrays, in‐














































secretion  and  heat  stress.  The  analysis  of  the  transcriptome  profiles  of  a  cssS  mutant 




revealed  that  several  genes  of  the  sporulation  pathway  are  downregulated  by  AmyQ 
overexpression,  and  a  group  of  motility‐specific  (σ
D‐dependent)  transcripts  were  clearly 
upregulated. Subsequent flow cytometric analyses demonstrate that upon overproduction 
of AmyQ as well as of a non‐secretable variant of the α‐amylase, the process of sporulation 
























The  Gram‐positive  bacterium  Bacillus  subtilis  is  capable  of  secreting  high  amounts  of 
endogenous proteins into the extracellular medium [268]. Therefore, this bacterium and its 




















exponential  growth  phase.  This  study,  however,  only  revealed  differential  expression  of 
relatively few genes, including the genes encoding the HtrA and HtrB proteases [109].  
Because most of protein secretion in B. subtilis takes place during the onset of the stationary 
phase  of  growth  [21,99],  we  set  out  to  examine  the  global  transcriptional  response  of  B. 
subtilis under secretion stress conditions at this specific growth phase. Secretion stress was 























































































hag‐F  GGGATCAAGTGAAGCTTGGAATTGACG  hag  HindIII 
hag‐R  CGGAATTCCATTTCCTCTCCTCCTTGAATATGTTGTTAAGGCACGTCC  hag   EcoRI 
QE60‐cssR‐F  CATGCCATGGCATACACCATTTATCTAGTTGAAGA  cssR  NcoI 
QE60‐cssR‐R  CGGGATCCTGATGACATCATCCTGTAGCCGAAACCGTA  cssR  BamHI 
QE30‐cssR‐F  CGGGATCCTTGTCATACACCATTTATCTAGTTGAAG  cssR  BamHI 
QE30‐cssR‐R  CCGAGCTCTTATCATGATGACATCATCCTGTAGCCGAAA  cssR  SacI 
htrA‐EMSA‐F   AACGGATCAGCCGATACGTT  PhtrA  None 
htrA‐EMSA‐R  TCATCACGATAGTTATCCAT  PhtrA  None 
htrB‐EMSA‐F  CGTCAGCAGTTCATTCAG  PhtrB  None 
htrB‐EMSA‐R  CCATCACGTCGATAATCC  PhtrB  None 
citM‐EMSA‐F  AGGTCACCTCCTCACCTGAA  PcitM  None 
citM‐EMSA‐R  CATGAGAAAGCCTAAGATTGCTAAC  PcitM  None 
flgB‐EMSA‐F  TGTATCGTTCCAGAAAATAAGC  PflgB  None 
flgB‐EMSA‐R  TCAGGGCGAGAAATGTAGTTC  PflgB  None 
ykoJ‐EMSA‐F   TGCCGATCAAATCAGCAG  PykoJ  None 
ykoJ‐EMSA‐R  TTGTGAGCCCCTCCTTTGT  PykoJ  None 
yloA‐EMSA‐F  CCAGAAGCACAAGCACCATA  PyloA  None 
yloA‐EMSA‐R  GTATGTAAACATGCCATCAAACG  PyloA  None 
pK‐F  AATCTATCGACATATCCTGCAA  PcomK  None 












elution  buffer  and  subsequently  quantified  with  GeneQuant  (Amersham)  and  the  RNA 
integrity was checked on agarose gels. 4 μg of RNA as a template and 1 pmol of ORF specific 
primers  (Eurogentec)  were  used  for  the  reverse  transcriptase  reaction  with  SuperscriptII 
(Gibco BRL). The detailed protocols of reverse transcription and purification of 33P‐labelled 
cDNA  are  outlined  by  Hamoen  et  al.  [86].  Labeled  cDNA  was  hybridized  to  B.  subtilis 






Duplicate  spots  were  averaged  in  Array‐Pro  software  (Media  Cybernetics,  Inc.)  and  the 
signal was normalized after background subtraction by calculation of the percentage of total 




Cyber‐T  p‐value  lower  than  0.05  are  discussed  in  this  paper.  The  array  data  have  been 





culture  was  centrifuged  and  the  cell  pellet  was  washed  once  with  fresh  medium.  After 
separation by SDS‐PAGE, proteins were transferred to Immobilon‐PVDF membranes. The 
visualization  of  AmyQ  protein  was  carried  out  with  specific  anti‐AmyQ  antibodies  and 










room  temperature  every  5  min  for  1h  with  a  microplate  reader  TECAN  (GENios)  using 

















Plasmids  encoding  CssR  protein  with  a  6xHis‐tag  were  constructed  as  follows.  For  C‐
terminally tagged protein, the cssR open reading frame was amplified by PCR using primers 
QE60‐cssR‐F  and  QE60‐cssR‐R  (see  Table  2)  and  Phusion  polymerase  (Finnzymes). 
Chromosomal DNA of B. subtilis strain 168 was used as a template. The product of this 
reaction  was  digested  with  NcoI  and  BamHI,  and  cloned  into  similarly  digested  pQE60 
plasmid (Qiagen), yielding plasmid pQE60‐cssR.  
To obtain an N‐terminally tagged CssR protein, the cssR open reading frame was amplified 










glycerol).  The  concentration  of  protein  was  determined  on  the  basis  of  A280  using  the 




















overexpressed  in  B.  subtilis  [108].  DNA  macroarray  analysis  was  used  to  compare 
transcriptional profiles of B. subtilis 168::sp containing plasmid pUB110 (empty vector) with 
those of B. subtilis 168::sp containing plasmid pKTH10 (AmyQ overexpression) grown in TY 
broth.  Samples  were  taken  for  transcriptome  analyses  during  late  exponential  (one  hour 
before the transition point) and stationary growth (3 hours after the transition point) phases 




the  highest  upregulated  genes  are  htrA  and  htrB,  encoding  the  Htr‐like  proteases.  Also 
moderately elevated transcription levels of the cssRS operon, encoding the secretion stress 
response  regulator  (CssR)  and  histidine  kinase  (CssS),  were  observed  upon  AmyQ 
overproduction, indicating that cells were clearly subjected to secretion stress. In addition, a 
stimulatory effect was observed for the transcripts of the ribosomal protein RpsB and the 
genes  for  the  general  stress  proteins  GroEL  and  DnaK,  suggesting  that  next  to  secretion 























had  increased  mRNA  levels,  in  contrast  to  a  group  of  sporulation‐related  genes,  which 
appeared  to  have  decreased  transcription  levels  (Fig.  1).  The  list  of  downregulated 

















manner  [195].  Expression  of  several  other  genes  seems  also  to  be  affected  by  the  AmyQ 
overproduction. The products of these genes are associated with different cellular processes 









As  secretion  stress  clearly  affected  the  expression  of  the  known  members  of  the  CssRS 
regulon,  we  attempted  to  identify  novel  members  of  this  regulon  with  a  focus  on  the 
upregulated genes resulting from AmyQ overexpresison. For this purpose we compared the 











Our  analysis  revealed  several  genes  with  altered  transcription  levels  in  response  to 
overproduction of AmyQ, in a CssR‐dependent manner. Though CssR is a two component 
regulator, it is unknown if the observed effects are due to direct binding of CssR to the target 




Gel  retardation  reactions  were  performed 
with  radiolabeled  DNA  fragments  prepared 
by PCR and end labeled with 
32P. Promoter 
regions  were  incubated  with  increasing 
concentrations  of  purified  CssR‐His6  (see 
Materials and methods) ranging from 0.125 
µM to 1 µM of the protein. In each panel the 




(EMSAs)  were  carried  out,  using  purified  N‐terminally  His‐tagged  CssR  protein. 
Phosphorylation of non‐tagged CssR by acetyl‐phosphate enhances the affinity of the protein 
for  DNA  2‐4  fold  dependent  on  the  promoter  fragment  used  (E.  Darmon,  unpublished 
observations). Figure 2 shows that unphosphorylated, 6xhistidine tagged CssR has a high 
affinity for the DNA fragments containing the promoters of the htrA and htrB genes, with an 
apparent  KD  of  ~125  nM,  therefore,  the  tagged  protein  likely  mimics  the  phosphorylated 
form  of  the  protein.  These  observations  are  in  good  agreement  with  previous  reporter 
studies  that  demonstrate  the  CssR‐dependent  induction  of  these  genes  upon  protein 
overproduction  [48,108].  In  contrast,  unphosphorylated  CssR  does  not  to  appear  to  bind 







sporulation  pathway.  This  suggests  that  secretion  stress  results  in  inhibition  of  spore 
formation.  Interestingly,  overexpression  of  a  cytoplasmic  protein  did  not  affect  early 
sporulation gene expression [118], indicating that secretion stress rather than overproduction 
stress  might  be  the  cause  for  the  observed  downregulation.  To  examine  whether  the 
observed  downregulation  of  the  sporulation  pathway  in  our  transcriptome  analysis  by 
AmyQ  overproduction  was  specifically  caused  by  secretion  stress,  or  was  a  result  of  an 
indirect  effect  caused  by  AmyQ  overproduction,  we  made  use  of  a  sporulation  specific 
reporter  strain  carrying  the  spoIIA  promoter  in  front  of  the  gene  encoding  the  Green 
Fluorescent Protein (GFP). The spoIIA promoter is directly activated by the key sporulation 
regulator, Spo0A, and was shown to be a good reporter for cells that initiate sporulation 







examined  by  flow  cytometry.  As  depicted  in  Fig.  3,  strain  IIA/Q  (PspoIIA‐gfp,  pKTHM10) 
harbouring an AmyQ overexpression vector with the wild‐type signal peptide, was slightly 
delayed  in  the  activation  of  the  spoIIA  operon  (Fig.  3).  A  more  pronounced  effect  was 
observed in cells containing the pKTHM102 plasmid (strain IIA/QAla). Overall, these results 
































were  collected  at  hourly  intervals  for  flow  cytometric  analyses.  As  shown  in  Fig.  3,  the 
promoter activity of the flagellin gene is the highest for the strain overproducing AmyQ with 
the Ala‐rich signal peptide. This again suggests that the enhanced expression of motility 













Mutants  of  spo0A  are  defective  in  sporulation  since  this  transcriptional  regulator  plays  a 
central role in the initiation of this developmental process [195]. The null mutant of σ D is 
non‐motile and shows reduced levels of autolysins [164]. The production levels of secreted 
AmyQ  in  both  mutant  strains  and  the  parental  strain  were  determined  at  different  time 
points of growth by means of the EnzCheck Ultra Amylase Assay Kit as described in the 
Materials and Methods section. In all cases, the amount of active amylase in the culture 







































only  seven  genes  upon  high‐level  AmyQ  secretion  was  found  [109].  However,  our 














Secondly,  phosphorylated  CssR  might  bind  different  DNA  sequences  and  with  other 
affinities than unphosphorylated CssR. Since our EMSA experiments were carried out with 
unphosphorylated protein, we cannot exclude that in vivo some of the target genes are more 
strictly  dependent  on  the  phosphorylated  form  of  CssR.  Another  explanation  is  that  the 
observed effects are indirect and independent of CssR, for instance via increased levels of 
HtrA,  the  activity  of  which  was  postulated  to  influence  the  regulatory  effects  of  a  two‐
component system in Streptococcus pneumoniae [222]. Finally, data obtained from a PykoJ‐gfp 
fusion at its native locus, indicates that up‐regulation of this gene in response to protein 
overproduction  is  indeed  CssR‐dependent  but  that  promoter  activity  could  not  be 
demonstrated in an area of 500bp upstream of the ykoJ open reading frame (reference [186] 
and  unpublished  observations).  The  promoters  of  htrA  and  htrB  are  remarkably  similar, 
making the in silico identification of a CssR binding motif very difficult. However, a Gibbs 
sampling method  [243] identifies a CATTTTTATC motif, that is present in the 300‐bp region 





on  sporulation  was  much  more  pronounced  at  the  later  stages  of  growth  and  reduced 
expression levels of many SigE, SigF and SigG regulon members were observed in AmyQ 






stress  were  examined.  This  approach  led  us  to  conclude  that  the  impaired  sporulation 
phenotype is most likely not an exclusive and direct effect of secretion stress, but is rather Chapter 3 
54 








protein  production  and  secretion  take  place  earlier  in  the  life  cycle  of  B.  subtilis  than 
endospore formation, it most likely inhibits the latter due to energy constraints. Our data 
suggests that B. subtilis cells sense a variety of environmental and intracellular signals under 
protein  overproduction  stress  which  leads  to  the  decision  that  commencing  the  energy‐
consuming spore development is not appropriate since it is highly unlikely that this process 
can be completed successfully.  









and  competition  of  alternative  sigma  factors  for  core  RNA  polymerase  (RNAP)  during 
stationary phase, a phenomenon well‐documented for both E. coli [66,163] and B. subtilis 
[100,117,151].  The  consecutive  sporulation‐specific  sigma  factors  conduct  developmental 
events  during  endospore  formation  [59].  Since  sporulation  is  blocked  upon  protein 
overproduction  (Fig.  3),  SigD  does  not  have  to  compete  with  sporulation‐specific  sigma 
factors for free RNAP. However, it has been demonstrated that RNAP is present in excess in 
B. subtilis cells and the engagement of anti‐sigma factors or other mechanisms, which would 
give  rise  to  deactivation  of σ A,  could  be  conceived  [74].  An  extended  expression  of  the 
motility  regulon  can  provide  cells  with  a  rescue  machinery  under  the  deficiency  of 
sporulation but, on the other hand, the members of yet uncharacterized σD‐regulated genes 
could be also involved in helping cells to survive stress circumstances. 





secretion  (Fig.  4).  It  has  been  shown  before  that  a  sigD  mutation  causes  an  increased Secretion stress 
55 



















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































bacterial  growth.  Only  limited  knowledge  at  the  genetic  level  is  available  concerning  the 
mechanisms that prokaryotes use to cope with these compounds. Obtaining a better insight 
into the mechanisms governing resistance of microorganisms to weak organic acids is of great 










of  CymR,  a  regulator  that  directs  biosynthesis  and  recycling  pathways  of  sulfur‐containing 
amino  acids.  In  addition,  the  mRNA  levels  of  several  genes  encoding  proteins  with 
oxidoreductase  activities,  including  NfrA,  MsrA,  YqjM,  were  elevated.  After  10  min  other 





reprogramming  was  observed  upon  severe  lactic  acid  challenge  (pH  5.0).  Under  these 
conditions the general stress regulon SigB and the detoxification regulon SigW were clearly 
triggered. Quantitative real time PCR of nine genes, which were selected on the basis of their 







growth  of  cells.  Upon  mild  lactic  acid  stress  conditions,  several  defence  mechanisms  are 
switched on and their concerted action allows B. subtilis to grow unaffectedly. In that respect, 
the  activity  of  F0F1  ATPase  seems  to  be  of  crucial  importance  under  our  experimental 
conditions. At the transcriptional level, mild and severe challenges triggered totally different 





















which  are  both  of  potential  danger  to  the  cell  [42].  The  intracellular  excess  of  protons 
interferes with the pH gradient (∆pH) across the membrane, causing an impaired cellular 
bioenergetics  since ∆ pH,  in  addition  to  the  membrane  potential,  contributes  to  the 
transmembrane  proton  motive  force  (PMF)  in  bacteria  [191].  Uncontrolled  cytoplasmic 
protonation  dissipates  the  PMF  and  hampers  functioning  of  proteins  and  nucleic  acids, 
which are crucial for survival of the cell. Moreover, toxicity of organic acids may result from 
the  intracellular  accumulation  of  anions  that  have  deleterious  effects  on  the  cell  as  they 
increase osmolarity of the cytoplasm and also may influence activity of metabolic enzymes 




pH  environments  may  also  induce  the  expression  of  several  proteins  involved  in  the 
protection or repair of DNA, as well as other proteins that enable proper functioning of the 
cell [93]. Other alternative responses to acidic stress are the modification of the cell wall or 
















For  natural  transformation,  B.  subtilis  cells  were  grown  in  minimal  medium  [230].  No 
antibiotics were added during growth under stress conditions. L. lactis was grown at 30°C in 
M17 broth supplemented with 0.5% (wt/vol) glucose (GM17) as standing cultures or on agar 

























































(pH~7.2)  or  TY  with  lactic  acid  at  pH  5.5  (TYLA5.5).  Samples  for  RNA  isolation  and 
subsequent DNA microarray analyses were harvested by centrifugation for 1 min (12,000 







Production  of  DNA‐microarrays  containing  specific  oligonucleotides  for  all  4107  open 
reading frames (per slide two probes of each ORF were spotted) of B. subtilis 168, preparation 
of  total  RNA,  cDNA  synthesis,  fluorescent  labelling,  DNA  microarray  hybridization, 
washing  and  scanning  as  well  as  image  analysis,  data  normalization  and  the  statistical 
analysis of global gene expression were described previously by Lulko et al. [154]. For the 




To  construct  the  B.  subtilis  subtilin‐inducible  plasmids  pNZ‐gspA,  pNZ‐ykgA,  pNZ‐yecA 
and pNZ‐yoeB the complete open reading frames of the corresponding genes were obtained 
by  PCR  using  the  primer  pairs  listed  in  Table  2,  B.  subtilis  168  chromosomal  DNA  as  a Chapter 4 
68 
template and the Phusion (Finnzymes) or Extensor (Abgene) DNA polymerases, according to 

















Ligation‐mixtures  were  used  to  transform  to  L.  lactis  MG1363  by  electro‐transformation 
using a Gene pulser (Biorad) as described elsewhere [141]. Colonies were selected at 30°C on 
GM17 agar plates containing erythromycin (5 μl/ml, Boehringer). Resistant transformants 
were  checked  by  colony‐PCR  with  Taq‐polymerase  (Invitrogen).  Plasmids  were  isolated 















Primers  of  15  to  20  nucleotides  (Table  1  supplemental  materials)  were  designed  with 








DNAse‐treated  RNA  was  purified  with  a  Roche  RNA  isolation  kit  and  cDNA  was 
synthesized  with  Superscripttm  III  reverse  transcriptase  (Invitrogen)  as  described  for  the 
DNA microarray experiments. The cDNA was purified with the CyScribe GFX purification 
kit  (Amersham).  Concentration  of  the  cDNA  was  measured  in  a  NanoDrop 







template  or  the  Superscript  III  enzyme  were  included  as  controls  to  detect  background 
contamination or genomic DNA contamination, respectively. The real‐time RT‐PCR reactions 
were performed in 96‐well plates using an optical ICycler iQ real‐time PCR detection system 
(Biorad).  The  data  obtained  was  transferred  to  the  Plexor  software 
(https://www.promega.com/techserv/tools/plexor/)  to  analyze  amplification‐associated 
fluorescence of SYBR Green signals and derive threshold‐cycles (Ct). Three independent RT 
PCR amplifications from two independent RT reactions were averaged and the amount of 




















medium  pH  at  which  the  cells  recovered  after  480  min  at  pH  5.0  and  after  overnight 
incubation in case of pH 4.9 (data not shown). Interestingly, the reoccurrence of growth after 























































































































with  the  FIVA  software  [20]  to  identify  regulons  that  are  influenced  by  both  lactic  acid 
treatments. 
The data in Fig. 2 represent a summary of the regulons that passed at least 2 out of 4 multiple 
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T15 T30




























Fur SigB SigD ResD YufM CcpA Fur GlpP SigW YufM AbrB CcpA GlpP ResD SigD SigH SigL SigM SigW
T15 T30 T60






























































































cysC  and  sat,  involved  in  organic  sulfur  metabolism  were  upregulated.  The  elevated 
expression of these two genes as well as the ones regulated by CymR likely leads to an 
increased  pool  of  intracellular  cysteine,  an  amino  acid  that  has  been  implicated  in  the 
oxidative  stress  response  due  to  its  antioxidant  properties  [147].  In  addition,  we  have 
observed another remarkable overlap between lactic acid stress and CymR regulation. In a 
cymR mutant decreased mRNA levels of several genes of the SigB regulon as well as the yoeB 
gene  were  reported  [63],  which  agrees  with  the  expression  patterns  recorded  in  our 










oxidation  of  residues  such  as  cysteine  and  methionine.  MsrA  could  reduce  the  oxidized 
methionine and by doing so restore protein function. 
In addition, the transcription of yqjM, was increased at all time points analysed (except T15, 












showed  increased  expression  levels.  Oppositely,  the  L‐lactate  permease  (LctP)  and 
dehydrogenase (Ldh) encoding genes showed a more than two‐fold reduced expression at 
T3,  although  they  were  upregulated  at  the  subsequent  time  points  of  analysis.  Other 
downregulated  genes  at  T3  included  ggt  (encoding  a  gamma‐glutamyltranspeptidase 
involved in glutathione metabolism) and three genes (ywfF, ywcJ and yxkJ) encoding putative 
transport binding proteins, similar to an efflux protein, and nitrate and metabolite‐sodium 
transporters,  respectively.  Also  the  whole  cydABCD  operon  required  for  expression  of 
cytochrome bd was downregulated, although in the case of cydAB the statistical criteria were 
not met. The cydABCD operon, together with the already mentioned lctP, ldh and ywcJ genes, 





It  has  to  be  noted  that  in  several  cases  the  observed  transcriptional  effects  at  T15  were 
inversed when compared to T3 and T30.  At this moment it is difficult to judge whether these 
effects truly reflect the physiological state of the cells or are caused by technical issues during 
carrying  out  of  the  DNA  microarray  experiments  (yqjM  is  a  good  example  of  such  an 
behaviour, see Table 4). 
The overall changes in gene expression patterns at the later time points of analysis were 
much  more  pronounced,  as  reflected  by  more  distinctly  elevated  expression  of  a  higher 
number of genes. Space limitations do not permit to address all the observed responses. Chapter 4 
76 
















presence  of  lactic  acid  and  Fur‐regulated  genes  would  help  to  provide  the  cells  with 
sufficient iron. Excessive lactate anion in the growth medium leads to an increase in the ionic 








These  included  ctaO  (heme  O  synthase),  the  hemAXCDBL  cluster  that  encodes  enzymes 































depend  on  the  ATPase  activity  as  growth  was  not  completely  inhibited  upon  DCCD 
treatment (Fig. 3A). Thus, in addition to a functional F0F1 ATPase complex, also other factors 
must play a role in the defense mechanisms against weak acid stress. One of the mechanisms 


















































transcription.  DesRK  together  with  unsaturated  fatty  acids  facilitate  survival  at  low 











fatty  acid  biosynthesis  pathway)  was  down‐regulated.  Based  on  these  observations,  it  is 
tempting to speculate that elongation (fab genes) in combination with desaturation (des) of 












unfavorable  excess  of  lactic  acid,  as  members  of  the  RND  family  provide  bacteria  with 
resistance systems against a variety of harmful  compounds [246]. Remarkably, yhcA was 
shown to be highly upregulated by potassium sorbate addition and, unexpectedly, the strain 





play  an  important  role  under  lactic  acid  stress,  possibly  these  systems  remove  the  lactic 
anion  or  its  physiological  derivatives  out  of  the  cells.  The  transcript  level  of  the  whole 
ytrABCDEF  operon  was  increased.  This  operon  encodes  a  putative  ATP‐binding  cassette 
(ABC) transport system involved in acetoin utilization [279], which suggests that under the 












the  simultaneous  activation  of  only  a small  number  of  genes  of  each  specific  regulon  or 
functional category. Such a broad concerted action of an array of cellular processes would 
provide a complex defense mechanism in an attempt to survive a sudden environmental 
change  rather  than  maintain  growth  (Fig  1).  As  discussed  above,  we  only  detected  a 
moderate induction of the general stress and the detoxification regulons, governed by SigB 








13.2).  The  most  highly  upregulated  “y”  genes  were  yoeB  and  ykgA  at  T15  and  T30, 
respectively  (Table  5)  and  the  most  downregulated  ones  at  both  time  points  were  yybN, 
ykuH, ymaA, yjzD (all of unknown function) and ydjM. The latter, together with yoeB, belongs 






several  functional  categories  were  affected  including  a.o.  metabolism  of  different 
biomolecules,  cell  envelope  functions  as  well  as  adaptation  to  atypical  conditions  and Chapter 4 
80 











































gspA   47.8  15.1  78.4  19.5  general stress protein A  no effect on protection 
yoeB  42.4  38.8  30.4  NA  cell wall antibiotic resistance  faster growth recovery 
ykgA  12.6  NA  21.3  66.7  similar to arginine deiminase  no effect on protection 
cydB  199.8  22.7  260.8  25.7  cytochrome bd ubiquinol oxidase  NA 
yuaF  58.9  12.1  44.2  10.9  unknown  NA 
ldh  63.8  8.2  40.6  14.4  L‐lactate dehydrogenase  NA 
yecA  NA  NA  NA  10.9  probable amino acid permease  growth inhibition 
yybN  ‐3.4 ‐ 10.1 ‐ 9.0 ‐ 18.7  unknown  NA 
comX  ‐2.2 ‐ 2.3 ‐ 7.5 ‐ 11.8  competence pheromone precursor  NA 
NA – not available/tested Lactic acid stress 
81 
The  subtilin‐regulated  gene  expression  system  (SURE,  [22])  was  used  to  obtain  several 
strains  overexpressing  either  a  single  gene  or  a  whole  operon  (data  not  shown).  Four 




even  when  the  strain  was  induced  with  reduced  amounts  of  subtilin  (data  not  shown). 


















lactic  acid.  The  strain  carrying  pNZ‐yoeB  consistently  resumed  growth  after  lactic  acid 































Recently  Salzberg  and  Helmann  have  shown  that  YoeB  is  a  cell  wall‐associated,  stress 
response protein that modulates the activity of autolysins [215]. 
 
It  has  been  suggested  that  YoeB  inhibits  autolytic  activity  under  conditions  of  nutrient 











The  genetic  and  physiological  response  of  Bacillus  subtilis  to  lactic  acid  is  a  complex 
phenomenon. We show that, within certain boundaries, low environmental pH has a minor 
impact  on  cells  and  that  the  undissociated  form  of  the  weak  organic  acid  is  mainly 









still  largely  unknown.  Some  of  these  genes  may  be  specifically  involved  in  lactic  acid 
detoxification and deciphering the exact mechanisms behind their action will require further 
research. Notably a possible role in conferring lactic acid resistance by several of the induced 






directly  involved  in  counteracting  harmful  concentrations  of  lactic  acid  while  it  is  also 
possible  that  overexpression  of  a  single  protein  is  not  sufficient  to  confer  lactic  acid 
resistance. Instead, a carefully selected set of genes belonging to a weak acid stimulon could 
be required to achieve a reasonable level of protection against a specific acid challenge.  



































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































B.  subtilis  genes  were  divided  in  metabolic  pathways.  Only  genes  of  which  the  expression  increased  or 
decreased ≥  3‐fold  (with  Bayes  p‐value  < 0.001  or  p‐value  < 0.05)  at least  in  one  of  the time  points  are 
presented. 
 
Gene/functional category  T15  T30  Description 
      
Membrane bioenergetics and cell wall functions 
cydA  5.8  9.0  cytochrome bd ubiquinol oxidase (subunit I) 
cydB  22.7  25.7  cytochrome bd ubiquinol oxidase (subunit II) 
ldh  8.2  14.4  L‐lactate dehydrogenase 
pbpE  2.3  5.1  penicillin‐binding protein  
pbpX  ‐1.8  ‐3.4  penicillin‐binding protein 
ycnD  4.4  ‐  similar to NADPH‐flavin oxidoreductase 
ykuN  ‐3.4 ‐ 4.1  similar to flavodoxin 
      
Transport/binding proteins and lipoproteins 
cydC  ‐  11.0  ABC transporter required for expression of cyt. bd  
dppE  ‐  5.5  dipeptide ABC transporter  
gabP  1.6  3.2  gamma‐aminobutyrate permease 
lctP  6.8  7.2  L‐lactate permease 
mntB  1.5  3.1  manganese ABC transporter  
mtlA  2.1  3.1  PTS mannitol‐specific enzyme IICBA component 
sunT  ‐4.6 ‐ 8.0  sublancin 168 lantibiotic transporter 
ycdH  ‐5.0 ‐ 2.8  similar to ABC transporter  
yceI  1.9  4.7  similar to transporter 
yceJ  3.1  4.0  similar to multidrug‐efflux transporter 
yclN  ‐3.7 ‐ 3.9  similar to ferrichrome ABC transporter  
yclO  ‐3.0 ‐ 2.0  similar to ferrichrome ABC transporter  
yecA  ‐  10.9  similar to amino acid permease 
yflA  ‐  6.6  similar to aminoacid carrier protein 
yfmD  ‐  3.1  similar to ferrichrome ABC transporter  
yhfQ  ‐3.5  ‐  similar to iron(III) dicitrate‐binding protein 
yqiH  1.8  3.2  similar to lipoprotein 
yqiZ  1.9  3.3  similar to amino acid ABC transporter  
Gene/functional category  T15  T30  Description 
yteP  ‐  4.2  similar to transmembrane lipoprotein 
ythP  1.6  3.1  similar to ABC transporter  
yusV  ‐3.3  ‐  similar to iron(III) dicitrate transport permease 
yveA  2.7  5.7  similar to permease 
yvfK  1.9  3.5  similar to maltose/maltodextrin‐binding protein 
ywrB  ‐  4.1  similar to chromate transport protein 
yubE  ‐17.0  ‐  similar to N‐acetylmuramoyl‐L‐alanine amidase 
      
Sporulation      
cotA  ‐  3.7  spore coat protein  
cotD  ‐3.4 ‐ 3.2  spore coat protein  
cotP  ‐3.2 ‐ 2.3  probable spore coat protein 
sda  ‐  ‐8.7  coupling sporulation initiation to replication initiation 
seaA  ‐2.5 ‐ 6.5  involved in spore envelope assembly 
spmA  ‐1.9  ‐5.5  spore maturation protein 
spo0B  ‐3.3 ‐ 3.8  sporulation initiation phosphotransferase 
spoIISB  ‐  ‐3.0  disruption blocks sporulation after septum formation 
sspF  ‐  3.3  small acid‐soluble spore protein  
ypeB  ‐4.8 ‐ 6.5  similar to unknown proteins Chapter 4 
90 
Gene/functional category  T15  T30  Description 
 
Metabolism of carbohydrates and related molecules 
galE  ‐2.3 ‐ 3.7  UDP‐glucose 4‐epimerase 
mtlD  ‐  3.4  mannitol‐1‐phosphate dehydrogenase 
ycdF  ‐  3.1  similar to glucose 1‐dehydrogenase 
ycgS  ‐  10.2  similar to aromatic hydrocarbon catabolism 
ydaD  ‐  3.1  similar to alcohol dehydrogenase 
yfhM  2.9  7.6  similar to epoxide hydrolase 
yolJ  ‐  ‐3.5  similar to glycosyltransferase 
yqjD  ‐1.7  ‐3.1  similar to propionyl‐CoA carboxylase 
yveB  1.9  3.5  similar to levanase 
yvkC  2.2  3.4  similar to pyruvate,water dikinase 




aroD  ‐  ‐3.4  shikimate 5‐dehydrogenase 
fabHB  ‐  3.0  beta‐ketoacyl‐acyl carrier protein synthase III 
glmS  ‐1.8  ‐3.2  L‐glutamine‐D‐fructose‐6‐phosphate amidotransferase 
hprT  ‐3.2 ‐ 2.7  hypoxanthine‐guanine phosphoribosyltransferase 
ilvD  1.7  7.0  dihydroxy‐acid dehydratase 
mmgA  2.0  3.0  acetyl‐CoA acetyltransferase 
pabC  ‐1.8  ‐3.6  aminodeoxychorismate lyase 
pucD  1.9  3.1  xanthine dehydrogenase 
purA  ‐4.9 ‐ 6.8  adenylosuccinate synthetase 
racX  ‐  4.4  amino acid racemase 
speE  ‐4.8 ‐ 3.3  spermidine synthase 
thiC  ‐  3.4  biosynthesis of the pyrimidine moiety of thiamin 
tmk  ‐4.1  ‐  thymidylate kinase 
trpA  ‐3.5  ‐1.9  tryptophan synthase  
yabR  ‐3.5 ‐ 4.5  similar to polyribonucleotide nucleotidyltransferase 
ybcP  6.0  1.8  similar to coenzyme PQQ synthesis protein 
ycgM  3.3  2.8  similar to proline oxidase 
yhdW  ‐  ‐3.1  similar to glycerophosphodiester phosphodiesterase 
ylbQ  ‐  ‐3.0  similar to 2‐dehydropantoate 2‐reductase 
ymaA  ‐3.7 ‐ 27.8  similar to NrdI protein 
yqhM  ‐  ‐3.4  similar to lipoate protein ligase 
      
RNA regulation, synthesis and modification 
abh  ‐1.7  ‐3.1  transcriptional regulator of transition state genes  
gntR  ‐  3.6  transcriptional repressor of the gluconate operon 
paiB  1.7  3.3  TF of sporulation and degradative enzyme genes 
purR  ‐1.8  ‐3.1  transcriptional repressor of the purine operons 
rnpA  ‐6.4 ‐ 7.5  protein component of ribonuclease P  
rpoE  ‐2.3 ‐ 3.5  RNA polymerase  
slr  ‐  3.6  TF of competence development and sporulation 
ycgE  7.2  7.2  similar to transcriptional regulator 
ycgK  2.0  4.3  similar to transcriptional regulator (LysR family) 
yerO  ‐2.4 ‐ 12.5  similar to transcriptional regulator (TetR/AcrR family) 
yhdQ  ‐4.9 ‐ 5.3  similar to transcriptional regulator (MerR family) 
yonR  ‐  ‐3.4  similar to transcriptional regulator  (Xre family) 
ytdP  ‐  3.4  similar to transcriptional regulator (AraC/XylS family) 
yugI  ‐2.1 ‐ 3.2  similar to polyribonucleotide nucleotidyltransferase 
yxdJ  ‐  ‐3.3  similar to two‐component response regulator [YxdK] Lactic acid stress 
91 
Gene/functional category  T15  T30  Description 
yxjO  ‐2.9 ‐ 3.7  similar to transcriptional regulator (LysR family) 
yybE  ‐3.0  ‐  similar to transcriptional regulator (LysR family) 
      
Protein synthesis, modification and folding 
lepA  ‐1.6  ‐3.4  GTP‐binding protein 
bdbA  ‐2.0  ‐5.0  thiol‐disulfide oxidoreductase 
dppA  ‐  3.8  D‐alanyl‐aminopeptidase 
yabT  ‐  ‐3.6  similar to serine/threonine‐protein kinase 
yfkJ  1.9  3.0  similar to protein‐tyrosine phosphatase 
yvdR  2.3  4.3  similar to molecular chaperone 
      
Adaptation to atypical conditions and detoxification  
clpC  ‐  3.5  class III stress response‐related ATPase 
cspC  ‐4.7 ‐ 5.6  cold‐shock protein 
ctc  1.8  3.0  general stress protein 
grpE  ‐1.5  ‐4.2  heat‐shock protein (activation of DnaK) 
gsiB  ‐  7.1  general stress protein 
gspA  15.0  19.5  general stress protein 
mrgA  5.1  ‐  metalloregulation DNA‐binding stress protein 
rsbW  3.2  5.9  negative regulator of sigma‐B activity  
rsbX  2.3  3.4  indirect negative regulator of sigma‐B activity  
sigB  2.3  4.9  RNA polymerase general stress sigma factor 
yceC  2.3  3.2  similar to tellurium resistance protein 
yceE  1.9  3.0  similar to tellurium resistance protein 
yceF  1.7  3.4  similar to tellurium resistance protein 
ydaG  2.5  3.4  similar to general stress protein 
ydhE  ‐  3.8  similar to macrolide glycosyltransferase 
ydjP  1.8  6.6  similar to chloroperoxydase 
ykzA (ohrB)  5.3  8.2  similar to organic hydroperoxide resistance protein 
yndN (fosB0  3.1  5.7  similar to fosfomycin resistance protein 
ytxH  1.7  3.6  similar to general stress protein 
ytxJ  1.7  3.9  similar to general stress protein 
yxkI  2.6  3.1  similar to heat‐shock protein 
      
Other functions      
comX  ‐2.3 ‐ 11.7  competence pheromone precursor 
divIC  ‐1.9  ‐3.4  cell‐division initiation protein (septum formation) 
dnaX  3.9  7.7  DNA polymerase III (gamma and tau subunits) 
flgB  ‐2.5 ‐ 3.7  flagellar basal‐body rod protein 
ftsE  ‐3.7 ‐ 3.9  cell‐division ATP‐binding protein 
gatC  ‐2.9 ‐ 6.2  glutamyl‐tRNA(Gln) amidotransferase  
gerAA  ‐  3.0  germination response to L‐alanine 
gerD  ‐2.1 ‐ 4.7  germination response to L‐alanine  
lspA  ‐3.5 ‐ 2.8  signal peptidase II 
prsA  ‐2.9 ‐ 4.4  protein secretion (molecular chaperone) 
recF  ‐2.1 ‐ 3.0  DNA repair and genetic recombination 
recR  ‐2.0 ‐ 3.5  DNA repair and genetic recombination 
tyrZ  4.8  3.4  tyrosyl‐tRNA synthetase (minor) 
uvrX  ‐4.9 ‐ 3.6  UV‐damage repair protein 
yfhK  2.3  5.4  similar to cell‐division inhibitor 
yjoB  1.5  5.7  similar to cell‐division protein FtsH homolog 
ykgA  ‐  66.7  similar to arginine deiminase 
yoeB  38.9  ‐  modulates autolysin activity 




































exponential  growth  CcpA  mainly  influences  the  carbohydrate  and  energy  metabolism, 
whereas  from  transition  phase  onwards  its  function  expands  on  a  broader  range  of 
physiological processes including nucleotide metabolism, cell motility and protein synthesis.  
A  genome  wide  search  revealed  new  putative  cre  sites,  which  could  function  in  vivo 
according to our transcriptome data. Comparison of our data with published transcriptome 
data of ccpA mutant analysis in the exponential growth phase confirmed earlier identified 
CcpA  regulon  members.  It  also  allowed  identification  of  potential  new  CcpA‐repressed 
genes, amongst others ycgN and the ydh operon. Novel activated members include opuE and 
the opuAABC, yhb and man operons, which all have a putative cre site that appears to be 




























also  low  molecular  weight  molecules  such  as  NADP,  glucose‐6‐phosphate  (G6P)  and 
fructose‐1,6‐bisphosphate  (FBP)  can  modulate  either  DNA‐binding  properties  or  the 
interaction  with  the  transcriptional  machinery  of  the  CcpA‐(HPr‐Ser‐P)  complex 
[79,125,126,223].  
CcpA  binds  a  DNA  regulatory  sequence  known  as  catabolite‐responsive  element  (cre)  of 
which the consensus sequence TGWAANCGNTNWCA (N=any base; W=A or T) was first 
detected in the promoter region of amyE [105,112,173,266]. Later it was discovered that the 
presence  of  cre  either  upstream  or  in  the  promoter  region,  or  inside  a  gene  does  not 
necessarily  imply  regulation  by  CcpA  [173].  On  basis  of  in  vivo  operational  cre  sites  the 





determines  the  regulatory  effects  upon  HPr‐Ser‐P/CcpA  complex  binding.  In  general, 
promoters  with  a  cre  site  present  upstream  of  the  hexameric ‐ 35  sequence  undergo 





blocks  elongation  by  RNA  polymerase  (RNAP)  has  been  shown.  This  transcriptional 
roadblock mechanism has been proposed for the xyl, ara and gnt operons [110,112,281] and 
for  sigL  [37]  and  acsA  [282].  In  the  latter  case  affinity  of  CcpA  for  the  cre  site  was  also 










macroarrays  [19,181]  and  in‐house  spotted  glass  microararrys  [276]  both  containing  PCR 















Chromosomal  DNA  of  the  B.  subtilis  QB5407  ccpA  mutant  strain  [65]  was  isolated  and 
transformed to B. subtilis 168 to ensure the same genetic background of the wild‐type and the 





stocks  were  frozen  in  glycerol  at ‐ 80°C  for  future  use.  All  growth  experiments  were 











with  the  following  parameters:  oligonucleotide  length  70‐72  bps,  Tm  88‐93°C,  secondary Temporal regulation by CcpA 
97 
structure  melting‐point  65°C  and  GC  content  42‐52%.  In  the  cases  where  OligoArray  2.1 
could  not  design  a  suitable  oligo,  Picky  (Complex  Computation  Laboratory,  Iowa  state 
university) was used with less stringent parameters. For 39 ORFs no unique oligo could be 
designed due to gene duplication within the B. subtilis genome and therefore, when possible, 
oligos  were  designed  manually.  For  highly  homologous  paralogues  only  one  oligo  was 
designed.  Next  to  sequences  representing  the  ORFs,  additional  sequences  of  antibiotic 
markers, plasmids and gfp/yfp/cfp probes were spotted (supplementary material). All 4150 

















cDNA  was  labelled  with  Cy3‐  or  Cy5  mono‐reactive  Dye  (Amersham  Biosciences)  and 
incubated at room temperature in the dark for 90 min. Labelled cDNA was purified with the 
CyScribe GFX purification kit again as described by manufacturer. Dye incorporation and 
cDNA  concentration  were  assessed  with  a  Nano  Drop  ND‐1000  spectrophotometer 





The  microarrays  were  scanned  with  a  GeneTac  LS  V  confocal  laser  scanner  (Genomic 
solution  Ltd.).  Determination  of  the  individual  intensities  of  each  spot  was  done  with 
ArrayPro 4.5 (Media Cybernetics inc., Silver Spring, MD) with a local corners background 





































growth  by  comparing  the  transcriptional  profiles  of  B.  subtilis  168  cells  with  its  isogenic 
ΔccpA strain. Samples for DNA‐microarray analysis were collected in early (E), middle (M) 
and late exponential (transition; T) phase, as well as three hours upon entry into stationary 



















clusters  of  orthologous  groups  (COG)  of  proteins  [240]showed  that  the  effects  of  the 















enter  the  stationary  phase  of  growth.  Transcriptional  profiles  of  two  categories,  namely 
‘nucleotide  transport  and  metabolism’  as  well  as  ‘energy  production  and  conversion’, 
Fig.  2.  FIVA  analysis  of  COG 
categories  from  the  time  series 
transcriptome data.  
The  colours  of  square  boxes 






The  yellow  numbers  within  the 
coloured  boxes  show  how  many 
genes  from  up  or  down  cluster 
fall  into  distinct  COG  categories. 
Clusters “up” and “down” reflect 




































































ccpC; carbon catabolite and anaerobic repression of citB and citZ
dctP; C4-dicarboxylate transport protein
rbsR; negative regulation of the ribose operon (rbsRKDACB)
acuA-acuB; acetoin utilization
iolB; myo-inositol catabolism
acoR; positive regulation of the acetoindehydrogenase operon (acoABCL)
hutP; positive regulation of the histidineutilization operon (hutPHUIGM)
citZ; citrate synthase II
amyE; alpha-amylase
msmX; multiple sugar-binding transport ATP-bindingprotein
licB-licC; lichenan degradation product utilization
galT; galactose metabolism
acsA; acetate utilization
citB; aconitate hydratase (aconitase)
levD; levanase operon
xylA; xylose metabolism
treP; phosphotransferase system (PTS) trehalose-specific enzyme IIBC
gntR-gntK; gluconate utilization




lcfA; fatty acid metabolism
sigL; involved in utilization of arginine andornithine and transport of fructose





ackA; conversion of acetyl-CoA to acetate
ilvB; valine/isoleucine biosynthesis
malA; splits maltose-6-P
acoA; acetoin dehydrogenase E1 component
alsS; acetoin biosynthesis








since  the  other  neighbouring  operon  member  was  significantly  regulated  (acuB,  licC  and 





of  growth,  as  well  as  another  gene  of  overflow  metabolism,  ackA,  which  showed  strong 
activation throughout the whole exponential phase. The ilvB gene, the first member of ilv‐leu 
operon was specifically CcpA‐activated at the transition state. On the other hand, pta was 
first  activated  in  mid‐  and  late  exponential  phase  and  subsequently  repressed  in  the 
stationary phase. Genes from cluster III demonstrated an opposite expression pattern than 




































could  influence  the  glucose  dependent  regulation  by  CcpA  especially  in  later  stages  of 
growth. Analysis of the concentration of glucose present in the medium showed that it was 
fully consumed by the wild‐type strain at stationary growth, while it was still present in the 
culture  of  the  ccpA  mutant.  With  this  knowledge  in  mind,  we  expected  mainly  CcpA‐




















during  exponential  growth,  while  the  downstream  located  genes  yhbJyhcAB  are  also 
activated in the transition phase of growth. Moreno et al also observed activation of yhbI at 
mid‐exponential growth in the presence of glucose [181]. A putative cre site was predicted 









bp  upstream  of  the  TS.  The  genes  for  the  glycine  betaine  transport  system  components 
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                          UAR               cre                    -35                   -10         TS   
>ackA   tgaatgtgtctgaaaataacgacttcttATTGTAAGCGTTATCAAtacgcaagttgacttgaaaagccgacatgacaatgtttaaatggaaaagt 
>pta   taaattagttagaaaaataagattttttTATGAAAGCGCTATAATgaaagttggctgtttgaatttgattggaagaagagtatgctagtaaaa 
>yhbI   tttaataaaagcaagaaaacgcttgcgaAAAAAATACGGGAGAAAaagaaatttttcctttgacaaatcttctttcatttattaatattttatct 

























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































involved  in  carbohydrate  metabolism  was  clearly  influenced  in  the  mutant.  The  effect 
developed  further  in  time  involving  other  functional  categories  of  proteins  when  cells 
entered the later stages of exponential growth as shown by FIVA analysis. These effects are 





studies  [18,150,181,276]  which  make  them  likely  candidates  for  the  CcpA‐modulon. 
However, another yet unknown mode of regulation by CcpA could be present which would 
allow classifying at least some of these genes as direct CcpA targets. The tdh and yerA genes 
are  just  two  interesting  examples.  They  have  no  predicted  cre  sites  but  show  a  clear 
repression throughout time in our experiments.  
In  addition,  the  cre  sequence  itself  is  still  not  precisely  defined  yet,  since  the  search 
















This  demonstrates  that  CcpA  is  constitutively  expressed  and  corresponds  well  with 
previously published data [174]. Most likely the temporal regulation of different groups of 







acidity  played  a  role  in  selective  determination  of  the  CcpA  interaction  with  cofactors. 
Besides,  both  operons  contain  multiple  cre  sites  present  in  the  promoter  regions  and 
structural genes. We have identified several genes and operons also containing more than 






GTP,  which  results  in  a  loss  of  the  repression  by  CodY.  This  shows  another  aspect  of 
temporal  regulation  by  CcpA,  namely  interplay  of  distinct  regulators  of  gene  expression 
whose  presence  differs  in  the  course  of  time  and  bacterial  growth  and  depends  on  the 
availability of energy sources.  
Another  interesting  observation  emerging  from  our  time  series  data  concerns  the  strong 
activation of the yvd gene cluster and the malA‐yfiA‐malP operon exclusively in the stationary 



















In  this  study,  we  show  dynamic  regulation  by  CcpA  in  time.  Analysis  of  the  data  has 
identified potential new members of the CcpA regulon and hints at potential differential Temporal regulation by CcpA 
113 
binding  specificity  that  may  depend  on  the  relative  presence  or  absence  of  perhaps  yet 
unknown  cofactors.  We  show  that  some  transcriptional  effects  might  be  attributed  to  a 






















































The  transcriptome  profiling  revealed  that  the  R54W,  Y90P  and  V301W  mutants  have  a 















The  results  presented  here  suggest  that  the  particular  mutation  T307W  has  a  modest 
influence on the functioning of CcpA, whereas the other three mutations, especially Y90P, 
severely affect activity of this transcriptional regulator. The transcriptional activities of the 
mutants  were  confirmed  at  the  phenotypic  level  as  shown  by  the  glucose  utilization 











available  carbon  sources  in  a  preferential  and  optimal  order.  Carbon  catabolite  control 




ccpA  knock‐out  mutants  has  been  confirmed  by  various  transcriptomic  studies 
[18,150,181,276]. Independent of the availability of preferred carbohydrates in the growth 
medium,  CcpA  is  constitutively  expressed  [174],  which  implies  that  this  regulator  needs 
additional factors to exert its pleiotropic function. Indeed, DNA‐binding activity of CcpA is 
stimulated by complex formation with HPr‐Ser‐P [52],[75] or HPr‐like protein Crh‐Ser‐P [77]. 
Also  low  molecular  weight  molecules,  such  as  NADP,  glucose‐6‐phosphate  (G6P)  and 
fructose‐1,6‐bisphosphate  (FBP),  can  modulate  either  DNA‐binding  properties  or  the 
interaction  with  the  transcriptional  machinery  of  the  CcpA‐(HPr‐Ser‐P)  complex 
[79,125,126,223].  Genes  subject  to  CcpA‐mediated  CCR  are  in  the  vicinity  of  a  specific 
binding  site,  known  as  a  catabolite‐responsive  element  (cre),  which  can  be  located  either 
within ORFs or in intergenic sequences.  
The crystal structures of the ternary complexes of (HPr‐Ser‐P)‐CcpA‐DNA and (Crh‐Ser‐P)‐














Recently,  several  variants  of  CcpA  containing  single  amino  acid  exchanges  located  in 
different regions of CcpA of B. subtilis were investigated with regard to their transcriptional 





corepressor  binding  or  at  the  residues  in  the  hinge  helix,  showed  a  variety  of  complex 





























































respectively)  with  the  threshold  borders  set  to  2  for  both  groups  (see 
http://bioinformatics.biol.rug.nl/standalone/fiva/fivaTutorial.php#BB and [25] for details).  
Expression diagrams were generated in Genesis by sorting on the mean expression values 






















TY  medium  supplemented  with  1%  glucose.  The  difference  in  growth  rate  between  the 
































































































Sprehe  et  al.  [231],  ensuring  that  the  obtained  results  can  be  truly  attributed  to  the 
characteristics of the mutants and do not result from the differences in the CcpA expression 
levels among the strains, our transcriptome data revealed that in the case of Y90P and T307W 
the  CcpA  mRNA  levels  were  decreased  by  a  factor  of  2.2  and  2.5  in  these  two  strains, 
respectively. 
When comparing a mutated CcpA strain against its wild‐type counterpart, genes that show 


















their  expression  profiles  (Table  2).  The  processes  like  ‘branched‐chain  amino  acid 
biosynthesis’, ‘carbohydrate transport’ or ‘TCA cycle’ showed the same pattern of regulation 
in the full‐knockout strain as in the R54W, Y90P and V301W mutants. Still, a subtle divergent 
behaviour  of  particular  strains  for  the  applied  threshold  limits  was  also  detected,  for 
example genes for ‘acetoin biosynthesis’ (alsDS) or ‘amino acid transport’ were only affected 
in  the  V301W  and  Y90P  mutants,  respectively.  Up‐regulation  of  ‘ATP  synthesis  coupled 
proton transport’ (GO_0015986) was observed in the case of the R54W and V301W strains 
and the Y90P mutant showed an exclusive effect on ‘amino acid transport’ and ‘pyrimidine 




expressed  genes  (some  examples  are  given  in  Table  5)  when  compared  to  the  wild‐type Chapter 6 
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  KO_T*  R54W  Y90P  V301W  T307W 
Amino acid transport and metabolism  E    down  down  down  down  
Carbohydrate transport and 
metabolism 
G  up  up  up  up  up  
Energy production and conversion  C  up  up  up  up  up  up
3) 
Nucleotide transport and metabolism  F        up  down  
 
Acetoin biosynthetic process  0045151  down    down  
Acetoin catabolic process  0045150   up      
Amino acid transport   0006865  down    down    





2) biosynthetic process  0009082  down  down  down  down  
Carbohydrate transport   0008643  up  up  up  up  up  
Electron carrier activity  0009055   up  up  up    
Glycerol metabolic process  0006071  up  up  up  up  up  
NAD biosynthetic process  0009435        down 
Pyrimidine nucleotide metabolic 
process 
0006220       up    
Sugar:hydrogen ion symporter activity   0005351  up  up  up  up  up  
TCA cycle   0006099  up  up  up  up  up  up
3) 





















later  stage  of  growth,  such  as  down‐regulation  of  ‘cell  division  and  chromosome 
partitioning’  (R54W),  ‘cell  motility  and  secretion’  (V301W)  or  ‘translation,  ribosomal 





the  microarray  experiments  with  the  full  knockout  strain  were  performed  with  lower 
concentrations  of  glucose,  ie.  0.5%  instead  of  1%,  and  this  was  already  absent  from  the 
medium  at  stationary  phase  in  the  previously  published  experiments  ([154]),  chapter  5), 
whereas in this study glucose was still present in the stationary phase of growth (Fig. 1).  
 






















not  be  clearly  demonstrated  for  the  stationary  phase.  The  scattered  PCA  pattern  can  be 
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ackA  ‐2.9  ‐3.4  ‐1.4  ‐3.5  ‐1.3  1.0  ‐1.1  ‐3.9  ‐1.4  ‐2.7  ‐1.5 
alsS  1.0  ‐2.2 ‐ 2.0 ‐ 3.0 ‐ 3.0  ‐1.3  ‐2.8 ‐ 12.6 ‐ 15.2 ‐ 6.8  ‐1.1 
pta  ‐2.7  ‐1.7 ‐ 1.2  ‐2.1  ‐1.4 ‐ 1.4  2.1  ‐1.3 ‐ 1.4  ‐1.7  2.4
 
ilvB  1.1  ‐3.0 ‐ 3.1 ‐ 5.1 ‐ 5.9 ‐ 1.7  1.2  ‐2.3 ‐ 3.3 ‐ 2.3  1.2 
opuAA  ‐2.4  ‐1.8 ‐ 1.8  ‐4.1  ‐1.1  1.6  1.1 ‐ 1.7  ‐2.1  ‐1.5  ‐2.3 
opuE  ‐2.4  ‐1.5 ‐ 1.8  ‐2.6 ‐ 2.4 ‐ 2.4  ‐1.9  1.1  ‐1.9  1.1 ‐ 1.3 
yhbI  ‐3.3  ‐4.7  ‐1.2  ‐3.5  ‐1.2 ‐ 1.4  1.5  ‐2.2 ‐ 2.7 ‐ 2.7 ‐ 2.3 


























several  single  amino  acid  mutants  of  CcpA  in  a  lacZ  fusion  system. Although  the  ratios 
originating from the transcriptome analysis are in general less pronounced, the comparisons 
summarized  in  Table  4  reveal  that,  with  some  exceptions,  the  two  approaches  yield Chapter 6 
126 
qualitatively similar results despite the fact that Sprehe and colleagues used different media   












gene  xynP  gntR (gntK)  ackA  alsS 
strain  MA  ß‐gal  MA  ß‐gal  MA  ß‐gal  MA  ß‐gal 
R54W (+glu)  2.5  130.0  5.5  5.9 ‐ 3.9 ‐ 1.4 ‐ 12.6 ‐ 556.0 
Y90P (+glu)  5.7  1.0  3.9  2.6 ‐ 1.4 ‐ 1.3 ‐ 15.2  1.0 
V301W (+glu)  1.7  450.0  8.1  5.9 ‐ 2.7  1.1 ‐ 6.8 ‐ 15.4 











in  two  distinct  manners:  T307W  resembles  the  wild‐type  CcpA,  whereas  the  other  three 
mutants were (almost) defective in CCR (CcpA knock‐out‐like phenotype). However, while 
looking  more  closely  at  the  data,  there  are  many  genes  with  an  exceptional  expression 
pattern, which does not fit into the general CcpA transcriptome picture. Some examples of 





media  of  the  strains.  Even  though  the  expression  ratios  were  lower  for  T307W  when 









Gene   R54W  Y90P  V301W  T307W  Loction*  cre  Function 
amyE  ‐  4.2 ‐   2.2 ‐ 7  TGTAAGCGTTAACA  alpha‐amylase 
citB  1.7  5.3  5.4  2.2  +1260  AGGAAACGTTTAAA  aconitate hydratase 
dctP  6.6  10.3  10.2  2.5 ‐ 43  TGAAAACGCTATCA  C4‐dicarboxylate transport protein 
glpF  7.2  4.6  6.7  2.6 ‐ 37  TTGACACCGCTTTCA  glycerol utilization 
glpT  4.2  4.7  3.1  2.9  ND/IG  TGATAGCGCTTTCT  uptake of glycerol‐3‐phosphate 
glpQ  3.0  3.9  2.2  2.5  ND/IG  TGATAGCGCTTTCT  glycerol metabolism 
kdgR  2.1  1.7  2.5  2.6 ‐ 107  TTTGAAACCGATTTCA  regulation of the pectin utilization 
odhA  5.6  4.8  8.1  2.8  ND/IG  TAAAAACGCTTCCA  2‐oxoglutarate dehydrogenase subunit 
odhB  5.2  5.3  8.3  4.1  ND/IG  TGAAAAAGTAACCA  2‐oxoglutarate dehydrogenase subunit 
sacA  12.4  26.3  23.1  2.7  ND  ND  sucrase‐6‐phosphate hydrolase 
sacP  5.0  9.2  7.4  1.2  ND/IG  GATGAAAGCGTATTCTT  sucrose transport 
sdhA  6.5  8.1  8.9  2.9  ND  ND  succinate dehydrogenase subunit 
sdhB  4.5  7.4  7.5  2.8  ND  ND  succinate dehydrogenase subunit 
sdhC  9.2  10.2  12.3  3.4  ND/ORF  TGATACCGGTTACA  succinate dehydrogenase subunit 































effect  that  was  opposite  for  a  mutant  at  position  17  [138].  Interestingly,  the  results  of 






gene   R54W  Y90P  V301W  T307W  location  cre  function 













acsA  ‐  2.1  1.9 ‐   +38  TGAAAGCGTTACCA  acetate utilization 
amyE  ‐  4.2 ‐   2.2 ‐ 7  TGTAAGCGTTAACA  alpha‐amylase 












yvfH  2.3 ‐   3.9 ‐   ND/IG  TAGAAACCGCTTAC  similar to L‐lactate permease 
rocB  2.2 ‐   3.1 ‐   ND/IG  GTGGAGGCGCTGAC  arginine/ornithine utilization 












indicate  that  in  many  instances  the  mechanisms  underlying  CcpA  regulation  are  very 
complex and can be gene‐specific. It could be explained by the fact that several specific co‐
effectors, some of them of yet unknown nature, are present in the cytoplasm and that they 
play  a  role  in  a  selective  binding  of  CcpA  to  a  given  promoter  region.  It  is  also  rather 
puzzling that the genes presented in Tables 5 and 6 show the transcriptional effects, which 












situation.  This  behaviour  of  the  T307W  mutant  correlates  to  the  results  obtained  by  the 
microarray approach. Apparently, this mutation has a less destructive effect on the CcpA 
structure  and  the  protein  has  in  principle  a  wild‐type‐like  activity,  at  least  on  the  genes 
responsible  for  preferential  glucose  consumption.  In  addition,  the  results  of  the  other 
mutants, ie. reduced or no preference for glucose utilisation, further substantiate that they 










reduced  affinity  of  CcpA  to  HPr‐Ser‐P  which  affects  the  expression  of  genes  (for  some 
examples see Table 5) that requires a strong HPr‐Ser‐P binding by CcpA (other possible 










to  co‐repressor  binding  or  they  enforce  a  permanent  DNA  binding  conformation  of  the 
regulator. Our data reveal that this permanent repression or activation of the T307W mutant 
is extended to many more genes than only xylA. It remains to be established whether this 





weight  effectors  may  be  stimulated  upon  the  mutation.  It  has  been  shown  that  CcpA‐






results  in  such  mixed  transcriptome  profiles  of  the  mutants  investigated  here.  Further 





















Moreover,  it  is  possible  that  the  wild‐type  CcpA  and  the  mutants  do  not  bind  to  DNA 
sequences of some genes under the tested conditions, thus differential expression cannot be 
observed  in  such  cases.  Nevertheless,  the  transcriptome  data  of  the  four  CcpA  mutants 
described  here  could  serve  as  a  starting  point  for  future  efforts  to  characterise  different 




























































implemented.  Specifically,  the  overall  signal  intensity  as  well  as  the  spot  morphology 
became considerably deteriorated between the first and the consecutive spotting runs, which 
resulted  in  loss  of  a  great  part  of  the  microarray  data  (Chapter  2).  As  a  result  of  these 
problems,  but  also  due  to  consistency  reasons,  the  oligonucleotide‐based  microarray 
platform  was  employed  in  the  studies  described  in  the  chapters  4,  5  and  6,  since  these 

















{Sec_S} : 64 
{CcpA, Sec_S} : 8 
{CcpA} : 406 
{CcpA, LAS_S} : 37 
{LAS_S} : 407 
{LAS_S, LAS_M} : 31 
{LAS_M} : 307 
{CcpA, LAS_M} : 56 





























(i)  Bacillus  subtilis  168  (University  of  Groningen,  results  presented  in  this  PhD 
thesis),  
(ii)  Lactococcus  lactis  MG1363  (University  of  Groningen,  dr.  A.  Zomer,  results 
presented in the PhD thesis, reference [289]), 
(iii)   Lactobacillus  plantarum  WCFS1  (University  of  Wageningen,  dr.  M.  Stevens, 
results presented in the PhD thesis, reference [234]) and  
(iv)  Bacillus  cereus  ATCC14579  (University  of  Wageningen,  dr.  M.  van  der  Voort, 
results presented in the PhD thesis, reference [249]).  
















(iii)  Functional  categories  of  ‘carbohydrate  transport  and  metabolism’  as  well  as 




in  the  later  phases  of  growth  the  affected  genes  hardly  contained  cre  sites, 
indicating the secondary nature of the observed effects. 
















Such  a  bird’s  eye  view  on  the  results  reveals  that  several  common  general  features 
concerning  CcpA  regulation  can  be  indentified,  but  a  deeper  interpretation  discloses 







determine  the  influence  on  survival  of  spoilage  organisms  during  food  preservation 














case  of  L.  plantarum  the  nature  of  the  response  strongly  depended  on  the  experimental 
approach. Lactic acid at a concentration of 100 mM at pH 5.0 (6.6 mM undissociated LA) in 




expression  of  multiple  groups  of  genes  [194].  Since  the  ratio  between  dissociated  and 
undissociated forms of organic acids is pH‐dependent, the broader range of effects observed 
at  the  lower  pH  values  in  B.  subtilis  and  L.  plantarum  are  attributed  to  the  higher 
concentrations of undissociated, and regarded as more toxic, form of the acid.   
A  common  observation  is  induction  of  the  general  and  the  oxidative  stress  response, 









































+  +  +  + 
Oxidative 
stress 
+  +  +  + 
Carbohydrate 
metabolism 
+  –  +  + 
Amino acid 
metabolism  
+  –  –  + 
Nucleotide 
metabolism 
–  +  0  – 
Metabolic 
rerouting 
0  0  +  + 
ADI pathway  –  +     + (?) 
Lipid 
metabolism 
+  +  +  – 
Cell envelope 
modification 
+  + (?)  +  +/– 
Multidrug 
transporters 
+  0  0  – 

















genes  involved  in  cell  envelope  biogenesis  were  downregulated.  Also  expression  of  the 
genes of teichoic acid and capsular polysaccharide biosynthesis was modulated [180]. In L. 
plantarum  multiple  cell  surface  protein‐encoding  genes  showed  increased  expression  that 









whereas  in  B.  cereus  their  downregulation  was  observed.  On  the  one  hand  this  can  be 
attributed to the different experimental conditions applied, but on the other hand it can also 
reflect  the  fact  that  in  particular  organisms  the  F0F1  ATPase  activity  is  not  necessarily 
regulated at gene expression level but at protein level. Metabolic rerouting of the pyruvate 
metabolism  was  indicated  in  two  bacteria  by  induction  of  the  butanediol  fermentation 
pathway and part of the TCA cycle in B. cereus, whereas in L. plantarum by induction of the 








The  research  presented  in  this  dissertation  revolves  around  the  DNA  microarray 
technologies, which was the major tool exploited to obtain a transcriptomic “portray” of the 
paradigm  Gram‐positive  bacterium,  B.  subtilis.  Setting‐up  the  basis  of  this  methodology 
(Chapter  2)  consumed  an  unexpected  amount of  effort  and  therefore  most  of  the  results 
presented in the subsequent four experimental chapters were generated in a rather short 
time‐span.  The  performed  transcriptome  analyses  have  demonstrated  their  value  as  a 
screening method to accumulate large datasets that form a possible foundation for more 














then  it  is  illusive  to  expect  that  this  jigsaw  puzzle  picture  will  be  a  complete  one.  Each 
individual technology has it own limitations, but these can be lessened by combination of 
different  experimental  approaches  as  well  as  striving  to  improve  them.  A  prominent 















without  availability  of  a  genome  sequence  [255].  However,  since  cDNA  synthesis  is  not 
particularly suitable for the analysis of short, degraded and/or small quantity RNA samples 
as well as it may introduce multiple biases and artifacts, direct RNA sequencing without 
prior  conversion  of  RNA  to  cDNA  has  potential  to  further  revolutionize  the  field  of 
transcriptomics  [190,259].  Another  important  challenge  to  be  tackled  in  future  is 
determination of transcriptomes for single cells as the currently available tools measure the 
average  level  of  gene  expression  or  protein  level  in  a  mostly  heterogeneous  population 
consisting of millions or billions of cells. Single‐cell transcriptomics is still in its infancy stage 
and is only operational in a eukaryotic setting [238], but once this approach becomes also 
available  for  prokaryotes  it  offers  possibility  to  investigate  the  molecular  basis  for 












genexpressie  van  Bacillus  subtilis  in  respons  op  stressomstandigheden  met  behulp  van 
DNA‐microarrays.  
 
B.  subtilis  is  een  Gram‐positieve,  staafvormige  bacterie  die  van  nature  voorkomt  in  de 
grond.  Het  organisme  heeft  verschillende  eigenschappen  waardoor  het  een  interessant 









functionele  genetica  werd  het  een  modelorganisme  voor  Gram‐positieve  bacteriën. 
Bovendien  zijn  er,  dankzij  de  beschikbaarheid  van  de  genoomsequentie,  technologieën 
ontwikkeld  die  het  monitoren  van  de  expressie‐niveaus  van  vrijwel  alle  genen  tegelijk 
mogelijk  maken  (zogenaamde  transcriptomics).  Deze  geavanceerde  methoden  boden  een 
ongekende kans om te ontdekken hoe B. subtilis de meer dan 4100 genen van zijn genetische 
























de  complementaire  DNA‐strengen  (probes)  op  de  chip.  Aangezien  deze  technologie  het 






















eiwitten.  In  B.  subtilis  wordt  een  ophoping  van  de  verkeerd  gevouwen  eiwitten  op  de 














voor  htrA  en  htrB,  en  mogelijkerwijs  citM  (zie  figuur  2,  hoofdstuk  3).  Daarnaast  werd 
aangetoond dat er in de stationaire fase een aantal genen betrokken bij sporulatie lager, tot 
expressie  komen,  en  een  groep  van  motiliteit‐specifieke  (σD‐afhankelijke)  transcripten 




In  hoofdstuk  4  worden  de  groei  en  de  globale  genexpressie  patronen  in  respons  op 
blootstelling  aan  melkzuur  bij  verschillende  zuurtegraden  (pH’s)  geanalyseerd.  Zwakke 





werking  stelt.  Groei‐experimenten  in  rijk,  melkzuur  bevattend,  medium  bij  verschillende 








genen  onder  controle  van  CymR,  een  transcriptie  factor  die  de  biosynthese  en 
recyclingtrajecten  van  zwavelhoudende  aminozuren  reguleert.  Bovendien  werden 





Bovendien  veroorzaakt  blootstelling  aan  melkzuur  (pH  5,5)  waarschijnlijk  een 
celmembraanstress  op  die  in  een  differentiële  expressie  van  vele,  bij  de  vetstofwisseling 
betrokken  genen  resulteert.  Bij  zware  melkzuur  stress  (pH  5,0)  werd  een  uitgebreide 















Koolstof  cataboliet  repressie  is  een  mechanisme  waarmee  cellen  de  beschikbare 
koolstofbronnen gebruiken in volgorde van voorkeur. In aanwezigheid van glucose wordt 
de  expressie  van  genen  voor  het  metabolisme  van  andere,  moeilijker  afbreekbare 
koolstofsubstraten, bijvoorbeeld uitgeschakeld. CcpA komt echter constitutief tot expressie, 
wat aangeeft dat deze regulator andere factoren nodig heeft om zijn pleiotrope functie te 
kunnen  vervullen.  CcpA  vormt  een  dimeer  en  de  DNA‐bindende  activiteit  wordt 
gestimuleerd door de vorming van een complex met gefosforyleerd HPr (HPr‐Ser‐P) of het 
HPr‐achtige eiwit Crh (Crh‐Ser‐P). Naast deze fosfoproteïnen kunnen ook laag moleculair 
gewicht  moleculen,  zoals  NADP,  glucose‐6‐fosfaat  (G6P)  en  fructose‐1,6‐bisfosfaat  (FBP), 
ofwel de DNA‐bindende eigenschappen of de interactie van het CcpA‐(HPr‐Ser‐P) complex 




volledig  verbruikt  door  de  wild‐type  stam  in  de  stationaire  fase,  terwijl  het  nog  steeds 
aanwezig  was  in  het  groeimedium  van  de  mutante  stam  (zie  figuur  1,  hoofdstuk  5). 
Dientengevolge zijn er in dat stadium zowel directe als indirecte effecten op genexpressie 
waargenomen.  Tijdens  exponentiële  groei  beïnvloedt  CcpA  vooral  de  koolhydraten‐  en 
energiehuishouding,  terwijl  het  eiwit  vanaf  de  overgangsfase  een  breder  scala  aan 
fysiologische processen beïnvloedt, waaronder nucleotidemetabolisme, celbeweeglijkheid en 
eiwitsynthese (zie figuur 2, hoofdstuk 5). Een genoomwijde zoektocht bracht nieuwe cre‐sites 















In  hoofdstuk  6,  tot  slot,  werd  transcriptoom  analyse  toegepast  om  de  effecten  te 
onderzoeken  van  puntmutaties  in  CcpA  op  gen‐activering  of  repressie  in  de  mid‐
exponentiële en stationaire groeifase van Bacillus subtilis. De gemuteerde aminozuurresiduen 
waren  gelokaliseerd  in  het  DNA‐bindende  domein  (mutant  residu  R54W)  of  in  het  HPr 
(CrhP)‐Ser‐P bindende domein (mutant residuen Y90P, V301W en T307W). Uit de analyse is 
gebleken dat de T307W‐mutatie een bescheiden invloed heeft op de werking van de CcpA, 
terwijl  de  overige  drie  mutaties,  met  name  Y90P,  de  activiteit  van  deze  transcriptionele 
regulator  sterk  beïnvloeden  (zie  figuur  2  en  Tabel  2,  hoofdstuk  6).  De  transcriptionele 






















wszędzie  wokół  nas  w  niezliczonych  formach  i  rodzajach.  Zbudowane  są  z  pojedynczej 
komórki,  która  sprawuje  pełną  kontrolę  nad  wszelkimi  zachodzącymi  w  niej  procesami. 
Bakterie posiadają niezwykłą umiejętność dostosowywania się do otoczenia, dzięki czemu 
mogą przeżyć nawet w najbardziej niekorzystnych dla nich środowiskach takich jak solanki, 
siarczane  i  termalne ź ródła.  Nic  dziwnego  zatem, ż e  są  najczęściej  spotykanym  typem 
organizmu  na  naszej  planecie.  Występują  zarówno  głęboko  w  skorupie  ziemskiej  jak  i 
wysoko w atmosferze. Można je spotkać na lodowcach Antarktydy, a nawet na terenach 
radioaktywnych.  Doskonałym ś rodowiskiem ż ycia  są  dla  nich  również  inne  organizmy, 





Bakterie  można  w  uproszczeniu  podzielić  na  pożyteczne  i  szkodliwe.  Istnieją  bakterie 
wywołujące  choroby  (np.  Salmonella,  Listeria  czy  bakteria  wywołująca  gruźlicę)  czy 
powodujące psucie żywności. Nie wszystkie bakterie jednak są nieprzyjazne dla otoczenia. 
Większość  z  nich  ma  pozytywny  wpływ  na  przebieg  procesów  biologicznych.  Bakterie 
znajdujące się w jelitach wspomagają działanie układu trawiennego, a te na błonie śluzowej 
nosa czy oczu przyczyniają sie do utrzymania właściwego środowiska chroniąc tym samym 




jak  cechy  wszystkich  innych  organizmów  zapisane  są  w  ich  DNA  (skrót  od:  kwas 





















subtilis  chętnie  jest  wykorzystywany  w  przemyśle.  Do  jego  popularności  zarόwno  w 
przemyśle jak i wśrόd naukowcόw przyczynia się także wspólna dla wszystkich bakterii 
umiejętność  wchłaniania  DNA  z  otoczenia  oraz  możliwość  produkcji  białek  (w  tym  też Streszczenie  
149 
białek  innych  organizmów  w  oparciu  o  ich  informację  genetyczną)  i  wydzielania  ich  na 
zewnątrz komórki. Pojedyncza komórka B. subtilisa może być zatem widziana jako swoista 
“fabryka  białek”.  Biorąc  pod  uwagę  fakt, ż e  w  1/1000  litra  pożywki  bakteryjnej  mogą 
znajdować się miliony komórek, bakteria ta jest niezwykle atrakcyjna nie tylko w przemyśle 







Połączone  w  pary  nukleotydy  ułożone  w  określonej  kolejności  tworzą  sekwencję  genu. 
Kolejność ustawienia nukleotydów jest bardzo ważna, gdyż zawiera instrukcję wytwarzania 
białek.  DNA  ma  postać  podwójnej  nici  zwiniętej  w  spiralę  zwaną  helisą.  Helisa  DNA 
zwijając  się  dalej,  przybiera  kształt  chromosomu.  Kompletna  informacja  genetyczna 
















Produktami  transkrypcji  są  jednoniciowe  mRNA  (informacyjne  tzw.  matrycowe  RNA) 
będące  pośrednikiem  przenoszącym  informację  genetyczną  między  DNA  a  białkiem. 
Następnie  w  fazie  translacji  ma  miejsce  synteza  białka.  Odbywa  się  ona  przy  pomocy 
cząsteczek  tRNA  (transferowe  RNA),  które  w  oparciu  o  informację  zawartą  w  mRNA 
dobierają  odpowiednie  aminokwasy,  z  których  budowane  jest  białko.  Im  więcej  kopii 
danego  mRNA,  tym  więcej  szans  na  wyższy  poziom  białka.  Relatywną  ilość  wszystkich 
kopii  RNA  w  komórce  (tzw.  profil  ekspresji)  można  oszacować  przy  pomocy  opisanej 
poniżej technologii mikromacierzy DNA. 






















Proces  ten  odgrywa  niezwykle  ważną  rolę  w  dostosowywaniu  się  bakterii  do  otoczenia. 
Przykładem  regulacji  genów  jest  faworyzowanie  glukozy  jako  najkorzystniejszego ź ródła 






























Do  ekspermentów  w  niniejszym  projekcie  wykorzystano  B.  subtilis  ze  wględu  na  pełną 
znajmość sekwencji genomu tej bakterii (scharakteryzowanego w 1997 roku). Każdy z ponad 
4100  genów  B.  subtilisa  znajduje  się  w ś ciśle  określonym  miejscu  na  przygotowanym 




prób  zawierajacych  wyznakowane  cDNA  na  płytkę  mikromacierzy  następuje  ich 
hybrydyzacja (t.j. wiązanie oparte na zasadzie komplementarnosci sekwencji) do sond DNA 
obecnych  na  płytce.  Po  hybrydyzacji  mikromacierz  pobudzona  zostaje  laserem  w  celu 
odczytu  sygnału.  Jesli  dany  gen  jest  aktywny  (t.j.  ulega  ekspresji)  w  badanej  próbce, 
odpowiadajaca mu sonda DNA bedzie emitować swiatło. Dane uzyskane z testów zostają 
komputerowo przekształcone w obraz, na którym intensywność poszczególnych kolorów 
pokazuje  poziom  ekspresji  genu  i  jego  zmiany  wywołane  zmianami  warunków 
eksperymentalnych.  Do  oceny  intensywności  koloru  i  jej  zamiany  na  liczby  oraz  dalszej 
analizy  wyników  niezbędne  są  rόżne  specjalistyczne  programy  komputerowe. 
Eksperymenty wykorzystujące technologie mikromacierzy DNA generują olbrzymie ilości 


































Niniejszy  projekt  zakładał  realizację  dwóch  celów:  (i)  rozwój  technologii  mikromacierzy 
DNA  oraz  (ii)  wdrożenie  tej  technologii  w  celu  zbadania  wpływu  różnych  warunków 
stresowych  napotkanych  na  przykład  w  trakcie  procesu  fermentacji  w  przemyśle 
spożywczym.  W  pracy  tej  zanalizowano  poziom  ekspresji  genów  bakterii  B.  subtilis  w 
odpowiedzi na stress czy zmienione warunki metabolizmu cukrów. Warunkiem wstępnym 
do  realizacji  projektu  było  rozwinięcie  technologii  mikromacierzy  DNA,  co  okazało  się 
bardzo  trudnym  i  czasochłonnym  wyzwaniem  opisanym  szczegółowo  w  rozdziale  2. 






W  rozdziale  3  komórki  B.  subtilis  poddane  zostały  stresowi  wywołanemu  przez 
nadprodukcję  i  wydzielanie  heterogennej  (tj.  pochodzącej  z  innej  bakterii) α ‐ amylazy. 










































Rozdział  4  prezentuje  analizę  wzrostu  oraz  profile  ekspresji  uzyskane  po  wystawieniu 
komórek  na  kwas  mlekowy  w  dwóch  różnych  pH  (miara  zakwaszenia ś rodowiska:  im 






tu  eksperymentach  zaobserowane  zostały  rozmaite  mechanizmy  adaptacji  B.  subtilisa  w 
obecności kwasu mlekowego w pH 5.5, np. zmiany w ścianie i błonie komórkowej. Ponadto 
zidentyfikowane  i  zbadane  zostały  szczepy  z  nadekspresją  genόw  w  celu  wskazania 
potencjalnych  kandydatów  charakteryzujących  się  ulepszonym  wzrostem  w  warunkach 




przez  ten  czynnik  transkrypcyjny.  CcpA  jest  głόwnym  regulatorem  metabolizmu 






In  rozdziale  6  przeanalizowano  wpływ  mutacji  punktowych  (wymiana  jednego 
aminokwasu)  CcpA  na  jego  funkcję  jako  regulator  ekspresji  genów.  Analiza  profilów 
ekspresji wykazała, iż jeden typ mutacji ma znikomy wpływ na działanie CcpA, podczas gdy 
pozostałe  trzy  w  dużym  stopniu  wpływają  na  funkcjonowanie  tego  czynnika 
trankrypcyjnego.  Wnioski  te  potwierdzone  zostały  przez  eksperymenty  ze  zużyciem 
glukozy wykazujące, iż jedynie niezmutowany CcpA podobnie jak mutant z nieznacznie 
zmienionym  profilem  ekspresji  w  sposób  preferencyjny  zużywały  zasoby  glukozy  w 
pożywce. Natomiast pozostałe trzy mutanty ze znacząco zmienionym profilem ekspresji nie 





Wreszcie  rozdział  7  prezentuje  dyskusję  na  temat  wszystkich  danych  uzyskanych  w 
rozdziałach  poprzedzających.  Ponadto  autor  zajmuje  krytyczne  stanowisko  wobec 

















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































time  progressed,  I  realized  that  next  to  the  scientific  achievements,  also  other  objectives 
should be reached during the PhD pathway. What mattered a lot to me was that during this 
period at the University of Groningen I developed various skills and personality traits that 
















shared  your  optimism  with  me.  Jolanda  and  Henk,  it  was  great  to  have  you  as 















































Finally,  my  wife  and  children.  Kubuś  i  Adaś,  you  brought  incredible  joy  and  another 
dimension in my life. Now, I know for sure that children seldom misquote, in fact, they usually 
repeat word for word what you shouldnʹt have said. Wielke przytulańce i buziaki od taty! Martuś, 
there  are  actually  no  words  to  commit  my  feelings  to  paper.  You  helped  me  a  lot  by 
arranging all the practical issues for the defence and getting the book ready for printing. It 
was great to work together on the Polish summary (buźka za rysunki!) and the cover. Thank 
you for your patience, open heart and unwavering faith in me. If it had not been for your 
support and unconditional love, I would not have reached this place. Loveu!!!  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Nothing in the world can take the place of persistence. Talent will not ... genius will not ... 
education will not ... persistence and determination are omnipotent.  
(President Calvin Coolidge) 
 